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Abstrakt 
Stacionární fáze růstu je stav, kdy se počet buněk v bakteriální populaci nezvětšuje ani 
nezmenšuje, je indukována například hladověním a různými typy stresů. Ve stacionární fázi 
se jednotlivé buňky rozhodují, jak se přizpůsobí nepříznivým podmínkám prostředí. Mají 
hned několik možností, např. sporulaci, adaptivní mutagenezi, opětovnou iniciaci růstu či 
indukci kompetence. Obvykle se populace stacionárních buněk rozdělí na subpopulace, které 
si jednu ze jmenovaných možností zvolí. Tak celá populace zvýší pravděpodobnost přežití 
limitujících podmínek. Jednotlivé scénáře pro přizpůsobení ve stacionární fázi jsou řízeny 
dokonalými regulačními sítěmi.  
 
Abstract 
The stationary phase of the growth is a stage in which the number of cells in bacterial 
population neither increases nor decreases. It is induced for example by starvation or by 
different types of stresses. In this stationary phase individual cells decide how to adapt to 
hostile conditions of the environment. They can adapt in several ways, for example by 
sporulation, adaptive mutagenesis, initiation of growth or genetic competence. The population 
of stationary cells is usually divided to subpopulations which choose one of the mentioned 
options. In this way the probability that the whole population will survive limited conditions 
grows. Individual scenarios for the adaptation in the stationary phase are controlled by perfect 
regulatory networks. 
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 Literární přehled 
1. Úvod 
Většina bakteriálních druhů, které byly izolované, kultivované a podrobně zkoumané 
v laboratoři, se neustále rozmnožuje jako vegetativní buňky, když se jim připraví vhodné 
reprodukční podmínky (substrát, teplota, apod.). Rychlost tohoto růstu a množení je 
neuvěřitelná. Například vznik kompletní funkční buňky Escherichia coli na komplexním 
médiu, při 37°C netrvá déle než 20 minut. Nicméně buňky v uzavřeném systému při 
jednorázové kultivaci nemohou růst věčně. Nakonec se potřebné živiny vyčerpají, nebo se 
nahromadí pro kolonii neúnosné množství zplodin metabolismu, což vede k zastavení růstu a 
rozmnožování, buňky přejdou do stacionární fáze (Nyström 2004). 
Stacionární fáze nepopisuje jeden specifický a stálý fyziologický stav nebo odpověď bakterie, 
ale celou řadu procesů přestavby, kterými buňka prochází po ukončení růstu. Buňky kultury 
ve stacionární fázi mají různé chemické složení i v časech odběru v průběhu tohoto stavu, a 
buňky, které přešly do stacionární fáze kvůli limitaci fosfátem jsou velmi odlišné složením a 
genovou expresí od buněk, které byly limitovány zdrojem uhlíku (Nyström 2004). 
V přirozených podmínkách jsou obvykle bakterie vystaveny stresovým faktorům a nedostatku 
živin. Následkem toho často rostou a dělí se pomalu, nebo vstoupí do stacionární fáze, kdy 
nerostou vůbec (Hengge-Aronis 2002). 
Znalosti o stacionární fázi bakterií jsou důležité také proto, že se mohou často aplikovat 
v biotechnologiích. Právě v této fázi bakterie tvoří cenné produkty, jako jsou antibiotika nebo 
enzymy použitelné v průmyslu (Matin 1991). Samotný B. subtilis se využívá k produkci 
amyláz (pivovarnictví, textilní průmysl) a proteináz (prací prostředky) (Šilhánková 2002). 
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2. Stacionární fáze růstu u modelového organismu Escherichia coli 
2.1. Morfologické změny 
Při vstupu do stacionární fáze se velikost většiny bakterií značně zmenší. Je to výsledek dvou 
samostatných procesů známých jako a) redukční dělení, tj. dokončení rozdělení po ukončení 
růstu, a b) tvorba trpasličích buněk, angl. dwarfing, degradací vlastních buněčných 
komponent (Nyström 2004).  
 
2.1.1. Redukční dělení 
Redukční dělení je způsobeno dokončením replikace DNA a buněčného dělení po ukončení 
růstu v důsledku vstupu buněk do stacionární fáze (Nyström 2004). Jinak řečeno vstupem 
buněk do stacionární fáze se zastaví iniciace replikace nových chromozomů, ale elongace již 
iniciovaných replikací se dokončí. Počet chromozomů na buňku je tedy často větší než jedna, 
což vede k dělení bez současně probíhajícího růstu (Åkerlund et al.1995). Počet započatých 
replikací na buňku stoupá s rychlostí růstu, proto množství buněk vzniklých během 
redukčního dělení je určeno růstovou rychlostí dosaženou před vyčerpáním substrátu 
(Nyström 2004). Počet chromozomů na buňku E. coli ve stacionární fázi po exponenciálním 
růstu na komplexním médiu je většinou větší než jedna (obvykle 2, 4 a 8) i po několika dnech 
inkubace. Dokonce i kultura pěstovaná na minimálním médiu si zachovává frakci buněk, 
které obsahují více než  jeden chromozom (obvykle 2). Je možné, že buňka musí mít jistou 
velikost, aby dosáhla určité minimální vzdálenosti mezi nově vzniklými chromozomy, která 
je nutná pro aktivitu dělícího aparátu, jenž má buňky rozdělit (Åkerlund et al.1995). Nakonec 
již nejsou některé buňky dostatečně velké, aby se mohly rozdělit, přestože obsahují více než 
jeden chromozom. 
Tyčinkovité buňky E.coli, vzniklé dělením, mohou mít za určitých podmínek (např. při 
nadprodukci BolA proteinu), sférický tvar (Obr. 1). Pro buňku, která roste nebo přežívá 
v prostředí chudém na živiny, je sférický tvar výhodný, protože zvyšuje poměr povrch/objem, 
což usnadňuje příjem živin. Tato morfologie alespoň částečně závisí na bolA morfogenu, 
jehož exprese stoupá během rané stacionární fáze v závislosti na expresi rpoS genu a na 
schopnosti buňky se dělit, takže i na redukčním dělení. Alternativní sigma faktor σS (produkt 
rpoS genu) je podjednotka bakteriální RNA-polymerázy, která rozeznává promotor a řídí 
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expresi genů stacionární fáze. BolA zvyšuje expresi genů dacA (kódující penicilin binding 
protein5, PBP5), dacC  (kódující PBP6) a ampC (kódující třídu C β-laktamáz), které mají vliv 
na enzymy používané při výstavbě buněčné stěny a septa při buněčném dělení (např. 
carboxypeptidáza, PBP3). Jejich aktivita pomáhá přestavět buněčnou stěnu při změně 
morfologie. BolA pomáhá udržovat výhodnou sférickou stavbu bakteriální buňky nejen ve 
stacionární fázi, ale i když buňka roste a dělí se na chudém médiu (Santos at al. 2002). 
Obr.1 Účinky BolA na morfologii buněk - bolA – delece celého bolA genu, wt –  divoký kmen angl. wild type a 
bolA+ - wt transformované plazmidem pMAK580, který obsahuje bolA gen regulovaný jeho vlastním 
promotorem. Kultury rostou na M9 minimálním medium sledované kontrastně-fázovým mikroskopem. Exp. -
exponenciální fáze; Stat. – stacionární fáze (převzato Santos at al. 2002) 
 
2.1.2. Tvorba trpasličích buněk „dwarfing“ 
Tvorba trpasličích buněk, angl. dwarfing, je narozdíl od redukčního dělení, jev, který se 
spouští hladověním, jež je jedním z důvodů přechodu bakterií do stacionární fáze. Hladovějící 
buňky se během stacionární fáze průběžně zmenšují i po dokončení redukčního dělení 
(Nyström 2004). Je to výsledek degradace buněčných komponent, např. proteinů sloužících 
jako vnitřní zdroj živin pro hladovějící buňku (Reeve at al. 1984). Cytoplazmatická 
membrána a buněčná stěna jsou také základním cílem této degradace. Výsledkem tohoto 
procesu jsou malé kokální buňky, které jsou pravděpodobně obdobou endospory sporulujících 
bakterií (Farewell et al. 1996, Hood et al. 1989).  
„Dwarfing“ je bakteriální obdoba autofagie u eukaryotních buněk (Nyström 2004). Autofagie 
je buněčný proces, jehož hlavní funkcí je degradace proteinů s dlouhou životností a recyklace 
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buněčných komponent (Yu at al. 2008). Komponenty určené k degradaci jsou obaleny a 
dopraveny do lysozomů, kde jsou stráveny. Autofagie je jedním ze základních prvků 
odpovědi eukaryot na hladovění (Nyström 2004, Farewell et al. 1996, Hood et al. 1989). 
 
2.2. Regulace genové exprese ve stacionární fázi E.coli  
Geny exprimované v časné fázi hladovění jsou důležité pro přežití. Velké množství těchto 
genů kóduje proteiny s charakteristickými funkcemi pro ochranu buňky proti vnějšímu stresu, 
např. teplotní změny, oxidanty, osmotické změny, a vystavení účinkům toxických látek. Proto 
jsou buňky ve stacionární fázi velmi odolné vůči různým stresovým faktorům na rozdíl od  
buněk které rostou exponenciálním růstem a vystaví se stresu (Matin 1991). Exprese genů 
zajišťujících tyto ochranné mechanismy spoléhá hlavně na jediný regulátor, stresový sigma 
faktor σS. Faktor σS tedy poskytuje buňce univerzální ochranu proti možným budoucím 
stresovým vlivům tzv. „cross protection“ (Lange a Hengge-Aronis 1991). 
 
2.2.1. Stresový sigma faktor σS  
Stresový sigma faktor σS je kódován genem rpoS a je to regulační podjednotka bakteriální 
RNA-polymerázy. Tento sigma faktor váže a řídí RNA-polymerázu při transkripci  asi 50 
genů za podmínek buněčného stresu nebo hladovění, které spouští stacionární fázi. Členové 
tohoto regulonu jsou např. regulátory dalších buněčných procesů (bolA morfogen, chaB 
regulátor transportu kationtů, atd.) , enzymy zapojující se do centrálního metabolismu nebo 
transportní systémy (Hengge-Aronis 2002, Weber et al. 2005 ). 
Další obecné regulátory transkripce (general transcription regulator), včetně  alternativního 
sigma faktoru σH, který působí při teplotním šoku, nebo σE a regulátorů odpovědi na oxidační 
stres OxyR a SoxRS, jsou společně se stresovým sigma faktorem tvořeny a působí společně s 
ním (Nyström 2004). 
Za podmínek exponenciálního růstu řídí RNA-polymerázu především σ70 (rpoD), který 
ovlivňuje geny potřebné pro růst buňky a dělení. σS se váže na stejné místo RNA-polymerázy 
(holoenzym E) jako σ70 a rozeznává in vitro stejné promotory. Při vstupu do stacionární fáze 
se produkují oba tyto sigma faktory a koexistují v buňce (Hengge-Aronis 2002). EσS 
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(holoenzym RNA-polymerázy + σS faktor) selektivita je určena sekvencí nukleotidů 
promotoru ležících ve směru transkripce, trans-účinkujícími faktory (CRP (cAMP receptor 
protein), Lrp (leucine-responsive regulatory protein), H-NS (histone like protein)) a místní 
topologií DNA v oblasti promotoru (Colland et al. 2000). Různé kombinace těchto vlivů 
mohou vytvářet selektivitu EσS  na různých promotorech, např. EσS se váže s větší afinitou 
spíš do oblasti -10 promotoru a Eσ70 spíš do oblasti -35. Proto když některý z pomocných 
faktorů transkripce obsadí jednu z těchto sekvencí, určí, který ze sigma faktorů bude iniciovat 
transkripci daného genu. Aktivace transkripce na přirozeně vytvořených EσS –závislých 
promotorech není za stresových podmínek závislá na selekci, která dává přednost maximální 
aktivitě EσS, aby byla buňka dokonale chráněna, ale odráží fakt, že EσS  a Eσ70 spolu v buňce 
během stacionární fáze  koexistují (Hengge-Aronis 2002).  
Důležitým aktivátorem σS je alarmon ppGpp (guanosin tetrafosfát), jehož hladina se v buňce 
zvyšuje při nepříznivých podmínkách prostředí a který se váže na β a β´ podjednotka RNA-
polymerázy a brání tak syntéze nadbytečných rRNA a tRNA během stacionární fáze (Ryals et 
al. 1982). Tento regulátor nedovolí RNA-polymeráze s regulační podjednotkou σ70 vytvořit 
otevřený komplex po nasednutí na promotor genů pro tRNA nebo rRNA. Toto přerušení 
metabolické aktivity umožní využití zbývajících buněčných zdrojů na aktivaci „cross 
protection“ (Toulokhonov et al. 2001).  Když v buňce ppGpp chybí nedojde k aktivaci genů 
indukovaných σS, i když je bakterie vystavena stresu a hladovění. Alarmon ppGpp je potřeba 
k produkci σS i k jeho funkčnosti. Zdá se, že zvýhodňuje σS před σ70 při vazbě na RNA-
polymerázu. Dokud je tedy nízká hladina koncentrace ppGpp v buňce, σ70 se primárně váže 
na RNA-polymerázu a dochází k produkci tzv.“house-keeping“ proteinů, které zajišťují 
základní funkce buněčného metabolismu (syntéza nukleových kyselin, proteosyntéza, 
transport a zpracování živin, biosyntéza cytoskeletu a organel). Když se zhorší podmínky v 
prostředí, hladina koncentrace ppGpp v buňce vzroste, což dovoluje σS a dalším alternativním 
sigma faktorům účinněji pracovat na přežití buněk (Jishage at al. 2002).  
 
2.3. Oxidační stres a obrana proti němu 
Poškození bakterií oxidačním stresem během stacionární fáze je faktorem prostředí nejvíce 
poškozujícím buňku. Kyslíkové radikály způsobují především karbonylaci proteinů. Takto 
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poškozené molekuly mají sníženou funkčnost, nebo jsou dokonce cílem degradace, (Nyström 
2004).  
 
2.3.1. Poškození způsobena oxidačním stresem 
Mechanismy obrany proti oxidačnímu stresu zřejmě nejsou plně zapojeny v boji proti oxidaci 
spuštěné hladověním, protože se počet škodlivých modifikací buněčných komponent 
způsobených oxidačním stresem, které vyvolávají např. karbonylaci (na lysinových, 
argininových, prolinových a threoninových zbytcích), nebo vznik nenativních disulfidických 
můstků, během stacionární fáze divokých kmenů E. coli zvýší. Stacionární fází vyvolaná 
karbonylace proteinů je cílená do určitých buněčných funkcí, jako je prodlužování 
polypeptidového řetězce (bakteriální elongační faktory EF-Tu, EF-G), balení proteinů do 
správné konformace  a jejich rekonstrukce (Hsp70 chaperon DnaK), DNA struktura a exprese 
genů („histone-like“ proteiny H-NS bazické izoformy), centrální uhlíkový katabolismus 
(malátdehydrogenáza, akonitáza, isocitrátdehydrohenáza, pyruvátkináza, aj.), syntéza 
aminokyselin a fixace dusíku (glutaminsyntetáza, glutamátsyntáza) a nespecifická ochrana 
proti stresu (univerzální protein UspA) (Dukan at al. 1999).  
Dalším předpokládaným cílem ROS, volných kyslíkových radikálů (z angl. Reactive oxygen 
species), jsou membránové lipidy, které jsou vždy v blízkosti produkce ROS, protože ROS 
vytváří dýchací řetězec, který je s cytoplazmatickou membránou spojen. ROS peroxidují 
membránové  lipidy. Zhoršení funkčnosti jen malé části membránových lipidů může výrazně 
ovlivnit propustnost membrány a její stabilitu (Nyström 2004). Peroxidované lipidy navíc 
mohou přenášet ROS na další buněčné komponenty, jako je DNA a proteiny, a poškozovat 
tak buňku (Yoon at al. 2002). 
K enzymům, jež brání buňku proti oxidačnímu stresu neutralizací ROS, patří kataláza, která 
štěpí toxický peroxid vodíku na kyslík a vodu, a superoxiddismutáza (SOD), která přeměňuje 
superoxidový radikál za přítomnosti vodíkových kationů na peroxid vodíku a kyslík (Voet 
and Voet 1995). Nepřítomnost těchto obranných mechanismů způsobí buď smrt dané buňky 
ve stacionární fázi, nebo  znemožní buňce  znovu  růst při zlepšení podmínek (Dukan at al. 
1999). 
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2.3.2. Oxidační stres a stárnutí buňky 
U E.coli a dalších jednobuněčných organismů je vyvoláno buněčné stárnutí hladověním 
spuštěnou stacionární fází, které je pravděpodobně řízeno nedostatečnou schopností buněk 
bojovat s volnými kyslíkovými radikály. Stejně jako stárnutí u vyšších eukaryot i stárnutí u E. 
coli ve stacionární fázi je spojeno se zvýšením oxidačních poškození určitých proteinů (viz 
výše). Všeobecně rozšířená  hypotéza  „rate of living“ předpokládá, že čím má organismus 
rychlejší dýchání, tím větší škody způsobené volnými kyslíkovými radikály jsou na jeho 
orgánech, organelách či buněčných komponentách a tím kratší bude mít život. Nicméně, 
podle některých proteomických studií závisí poškození způsobená ROS a délka života buněk 
ve stacionární fázi spíše na limitující živině, na kterou buňka hladoví, než na rychlosti 
respirace (Ballesteros at al. 2001).   
 
2.3.3. „Viable but nonculturable“ stádium E.coli 
Některé buňky z kultury ve stacionární fázi utrpí taková poškození způsobená ROS, že po 
přenesení na komplexní substrát nejsou schopné znovu růst, i když nejsou mrtvé. V populaci 
je tento jev zřejmě náhodně rozšířen. Buňky jsou během růstu každá v jiné buněčné fázi a 
produkují se v nich různé proteiny, tedy mají i různou vnitrobuněčnou koncentraci 
ochranných proteinů (Desnues et al. 2003), např. exprese Dps (DNA protecting protein) se 
zvýší iniciací replikace v bakterii (Bechtloff et al. 1999). Zdá se, že při náhlém zastavení 
růstu, mohou mít někteří jedinci výhodu proti jiným v tom, že měli právě zvýšenou expresi 
genů pro ochranný enzym, čili budou ve stacionární fázi lépe odolávat oxidačnímu stresu a po 
dodání potřebných živin se budou znovu množit. Jiné buňky mohly mít sníženou hladinu 
ochranného enzymu, a proto se po přenesení na komplexní médium po stacionární fázi už 
dělit nebudou, protože jejich poškození jsou nevratná (Desnues et al. 2003).  
 
2.4. Programovaná buněčná smrt 
Část populace bakterií obvykle během stacionární fáze zemře. Je otázka zda se jedná o 
náhodné vymírání způsobené stochastickými faktory, nebo o geneticky naprogramovanou 
smrt (Nyström 2004). Za geneticky podmíněnou smrt by mohli být zodpovědné toxin-
antitoxin (TA) moduly, který byly nalezeny na plazmidech nebo i v chromozomech různých 
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bakterií. TA moduly obsahují dva geny. První gen za promotorem kóduje nestabilní antitoxin, 
který chrání buňku před účinky stabilního toxinu, který je kódován druhým genem TA 
modulu a může způsobit buněčnou smrt. V genomu E. coli bylo objeveno 7 TA modulů. 
Nejprostudovanějším je mazEF modul (Amitai et al. 2009). 
 
2.4.1. mazEF modul 
Gen mazF produkuje toxin MazF (endoribonukleáza), který štěpí jednořetězcovou mRNA v 
jejích 5´-ACA sekvencích při translaci na ribozomu a účinně tak blokuje proteosyntézu 
(Zhang et al. 2005). Gen mazE produkuje nestabilní antitoxin MazE, který zastavuje činnost 
MazF a je rychle degradován ATP-dependentní serinovou proteázou ClpAP. Oba geny jsou v 
buňkách exprimovány současně (Amitai et al. 2009). Za stresových podmínek, které 
vyvolávají stacionární fázi, se díky zvýšené produkci ppGpp, nebo poškození replikace DNA 
kvůli hladovění, zastaví přepisování TA modulu (genu mazEF), což může vést k buněčné 
smrti bakterií, které tyto moduly mají, protože MazE je nestabilní a rychle se rozloží, zatímco 
koncentrace MazF  se snižuje pomaleji, takže může začít působit bez inhibice MazE. Navíc 
bylo zjištěno, že exprese operonu mazEF závisí na jevu známém jako Quorum sensing. 
Quorum sensing nabízí bakteriím prostředek monitorování přítomnosti ostatních buněk 
populace a přizpůsobení genové exprese podle hustoty populace. Bakterie spolu komunikují 
pomocí quorum-sensing signálních molekul, které se nazývají autoinduktory. Různé stresové 
podmínky a dostatečná hustota populace spouští syntézu quorum-sensing faktoru EDF 
(extracellular death factor), který ovlivněním genové exprese mazEF a aktivity ClpAP vyvolá 
programovanou buněčnou smrt části populace. Tím se sníží denzita populace, čímž se zvýší 
pravděpodobnost přežití stacionární fáze pro zbývající živé buňky (Kolokodkin-Gal, 
Engelberg-Kulka 2008). 
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3. Regulace přechodu do stacionární fáze a geny aktivované v časné stacionární fázi u 
Bacillus subtilis 
Grampozitivní půdní bakterie Bacillus subtilis je ve svém přirozeném prostředí často 
postižena nedostatkem živin. Když buňky Bacillus subtilis začnou hladovět, přechází do 
stacionární fáze růstu a je iniciováno množství různých adaptivních procesů, jako jsou sekrece 
makromolekul (degradačních enzymů, štěpí za růstových podmínek nezpracovatelné živiny), 
příjem běžně nevyužívaných živin, chemotaxe a pohyblivost (objevení a vyžití nových 
zdrojů), výroba a produkce antibiotik (efektivnější kompetice o živiny), ochrana proti 
oxidačnímu stresu a sporulace.  Síť komplexních proteinových regulátorů  určuje buněčnou 
odpověď a řídí výběr mezi adaptací na růst v prostředí chudém na živiny a přechodem do 
stacionární fáze popřípadě sporulací, ale není vždy úplně jasné, na jaké signály tyto regulátory 
odpovídají (Ratnayake-Lecamwasam et al. 2001). Mezi hlavní regulátory přechodu do 
stacionární fáze patří GTP vazebný protein CodY a protein AbrB (antibiotic resistance protein 
B), který je reprimován fosforylovaným Spo0A proteinem (hlavní regulátor sporulace). 
Při přechodu do stacionární fáze se síť komplexních proteinových regulátorů neobejde bez 
indukce proteolýzy již nepotřebných proteinů, mimo jiné i odstranění nežádoucích regulátorů. 
Jedna z nejdůležitějších rodin proteáz, které se podílí na odstraňování proteinů a získání  
zdrojů prekurzorů pro tvorbu proteinů potřebných ve stacionární fázi jsou ATP-dependentní 
Clp proteázy (Gerth et al. 2008). 
Na počátku stacionární fáze diferencuje subpopulace buněk, u kterých je výrazně zvýšená 
mutabilita. Tento jev známý jako adaptivní mutageneze zvyšující variabilitu populace a tím i 
pravděpodobnost jejího přežití a  adaptaci na příslušný selektivní tlak viz kapitola 3.4. (Sung 
et al. 2003). 
 
3.1. Represor CodY 
GTP vazebný protein CodY je ve fázi růstu buňky represorem genů nutných pro adaptaci při 
limitaci živinami. Mezi reprimované geny patří spo0A (transkripční faktor pro sporulaci a 
mnoho dalších funkcí), citB (gen pro akonitázu) , hag (gen pro flagelin), operonu dppABCDE 
(geny pro transport dipeptidů). CodY tedy představuje hlavní faktor ovlivňující expresi genů 
stacionární fáze a sporulace (Sonenshein 2005). Aktivita CodY je regulována hladinou 
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koncentrace GTP a aminokyselinami s postranním větveným řetězcem (valin, leucin, 
isoleucin). Koncentrace GTP a zmíněných aminokyselin v buňce klesne, když buňka přechází 
do stacionární fáze (Ledvikov et al. 2006). 
 
3.1.1. Regulace CodY korepresorem GTP 
GTP se s nízkou afinitou váže na GAF (GTPase activating faktor) doménu CodY, čímž 
zvyšuje jeho afinitu C-koncové domény k DNA. Za příznivých podmínek růstu je 
koncentrace GTP v buňce vysoká (řádově mM) a GTP je navázáno k CodY.  
Když buňka hladoví, chybí jí aminokyseliny, vypne se syntéza rRNA a ribozomálních 
proteinů, zatímco se udržuje výroba alespoň části mRNA. Tato odpověď je vyvolána vazbou 
tRNA bez aminokyseliny na ribozomy a následnou aktivací proteinu RelA, který vyvolá tzv. 
stringentní odpověď. RelA je ribozom-vazebný protein, který katalyzuje fosforylaci GTP na 
pppGpp a ppGpp (Sonenshein 2005). ppGpp se váže na RNA-polymerázu a negativně 
reguluje transkripci asi 90 genů jako přímou odpověď na nedostatek aminokyselin (Koburger 
et al.2005). Mimo jiné ppGpp redukuje syntézu GTP de novo pomocí inhibice 
inosinmonofosfátdehydrogenázy. RelA tedy snižuje koncentraci GTP v buňce přímo, 
přeměnou GTP na ppGpp, i nepřímo, pomocí použití ppGpp jako inhibitoru syntézy GTP 
(Sonenshein 2005). CodY je tedy inaktivován nízkou koncentrací GTP. 
 
3.1.2. Regulace CodY korepresorem isoleucinem  
Kromě GTP zvyšují afinitu CodY k promotorům regulovaným CodY na DNA i nenabité 
aminokyseliny s větvenými postranními řetězci (BCAAs – z angl. branched chain 
aminoacids): valin, leucin, isoleucin. CodY zároveň reguluje operon ilvBHC leuABCD, který 
je zodpovědný za syntézu BCAAs. Během růstu na komplexním médiu buňka používá 
BCAAs z vnějších zdrojů a reprimuje geny pro jejich syntézu. Když se vnější zdroje vyčerpají 
CodY uvolní operon  a bakterie si tvoří tyto aminokyseliny sama. BCAAs jsou na rozdíl od 
ostatních aminokyselin korepresorem CodY kvůli jejich pozici v hlavních metabolických 
drahách buňky. První krok při syntéze isoleucinu je kondenzace threoninu a pyruvátu a u 
valinu je to kondenzace dvou molekul pyruvátu. Pyruvát je produktem glykolýzy a zapojuje 
se v mnoha dalších klíčových drahách, mimo jiné i do tvorby samotných aminokyselin a do 
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Krebsova cyklu. Threonin je syntetizován z aspartátu, který je zároveň prekurzorem lysinu, 
methioninu a diaminopimelové kyseliny. Rozvětvené ketokyseliny, přímé prekurzory 
BCAAs, jsou zároveň základním kamenem pro tvorbu rozvětvených mastných kyselin, které 
tvoří u rostoucích buněk Bacillus subtilis až 85% všech mastných kyselin. Díky těmto a 
dalším propojením metabolických drah mohou být BCAAs, jako koncové produkty, pro 
buňku dobrými signálními molekulami pro nepřímé monitorovaní stavu živin v prostředí. 
Nejsilněji ovlivňuje aktivitu represoru CodY isoleucin. CodY účinně reprimuje geny při 
vnitrobuněčné koncentraci isoleucinu v rozmezí 10-15 mM (Shivers and Sonenshein 2004).  
GTP a isoleucin působí tedy jako na sobě nezávislé korepresory a jejich společný účinek se 
sčítá. Pokles koncentrace kteréhokoli z nich způsobí aktivaci alespoň části genů 
reprimovaných CodY. GTP pravděpodobně odráží spíše energetický stav buňky, zatímco 
isoleucin indikuje nedostatek živin. 
 
3.1.3. Struktura CodY 
Protein CodY má velice konzervativní primární strukturu. Jeho Hmotnost činí 29 kDa a 
skládá se z 259 aminokyselin. V buňce funguje ve formě dimeru. Na N-konci je doména 
vážící kofaktor, která patří do GAF (GTPase activating factor) rodiny (Obr. 2).  
 
 
 
Obr. 2 CodY dimer s vybarvenými podjednotkami a navázaným kofaktorem isileucinem (barevné kuličky) 
(převzato Ledvikov et al. 2006). 
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Na C-konci je doména z velké rodiny HTH (helix-turn-helix), která se váže na DNA. Obě tyto 
domény byly rozeznány u jiných proteinů, ale nikdy na jednom polypeptidovém řetězci. 
Tento dimer je stabilizovaný šesti α-helixy, které k sobě přiléhají svými nepolárními povrchy 
(Obr. 2).  
Na GAF doménu se váží kofaktory GTP a isoleucin různými způsoby a na různá místa. 
Isobutylová skupina isoleucinu vyčnívá směrem do dutiny na GAF doméně. Tato dutina je 
lemována aminokyselinami s hydrofobními postraními řetězci Met62, Met65, Phe71, Pro72, 
Tyr
75
 a Pro
94
 a atomy peptidové kostry na aminokyselinách 97-99. α-amino a α-karboxylová 
skupina isoleucinu tvoří polární interakce s cytosolem (vodíkové můstky) a postranními 
řetězci Thr96 a Phe98. 
Vazba GTP nebyla ještě přesně prozkoumána. Pravděpodobně je GTP vázáno hlouběji než 
isoleucin. Guaninová báze leží v blízkosti několika molekul vody, které jsou v nejhlubší 
dutině struktury CodY. Tyto molekuly vody jsou lemovány Phe40 a Phe98, které zřejmě 
interagují s guaninovou bazí. Dutina obsahující vodu sousedí s prohlubní, kam se váže leucin. 
Ribóza a trifosfát z GTP ční ven k povrchu, kde Arg61 zprostředkovává důležitou vazbu s γ-
fosfátem GTP, který určuje aktivitu CodY. Odštěpením γ-fosfátu vznikne z GTP GDP, které 
už není funkčním korepresorem CodY (Ledvikov et al. 2006).  
 
3.2. Regulátor AbrB a Spo0A 
Protein AbrB reprimuje za exponenciálního růstu přes 60 genů vazbou na jejich součásti 
promotorů, které fungují jako regulační místa. Nepřímo kontroluje i mnoho dalších genů 
pomocí dalších regulátorů, jejichž expresi reprimuje (Phillips a Strauch 2002). Mezi funkce, 
které přímo či nepřímo reguluje během přechodu do stacionární fáze, patří transportní 
systémy pro sacharidy, syntéza antibiotik, degradačních enzymů a enzymů pro využití 
histidinu a nitrátu, regulace fosfátového metabolismu, přechod do stavu kompetence, ochrana 
proti oxidačnímu či osmotickému stresu, sekrece proteinů, regulace buněčného dělení a 
buněčné diferenciace (Bobay et al. 2004). Aktivitu AbrB kontroluje dvěma způsoby 
transkripční faktor Spo0A. 
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3.2.1. Regulace AbrB transkripčním faktorem Spo0A 
Spo0A je další důležitý hlavní faktor, který ovlivňuje přechod buňky do stacionární fáze a 
hlavně iniciaci sporulace. Jeho regulon obsahuje asi 120 genů. Je aktivován fosforylací 
pomocí mnohasložkové kaskády. Na počátku této fosforylační kaskády stojí mnoho kináz 
vnímajících vnitřní i vnější signály. Zatím ale nebylo přesně zjištěno, jak je fosforylace 
Spo0A přesně spojena s poklesem živin. 
Při přechodu buňky do stacionární fáze Spo0A ve své fosforylované formě reprimuje při 
relativně nízké koncentraci expresi genu abrB a protein AbrB je zároveň při vstupu do 
stacionární fáze rychle degradován. Spo0A také aktivuje transkripci genu abbA, který kóduje 
antirepresor AbbA, který se přímo váže na AbrB, tím znemožňuje jeho vazbu na DNA a 
aktivuje reprimované geny, mimo jiné i gen pro samotný faktor Spo0A (Banse et al. 2008). 
 
3.2.2. Struktura AbrB a vazba na DNA 
AbrB je ve volné formě i při vazbě na DNA v podobě tetrameru, který se skládá ze čtyř 
identických monomerů z 94 aminokyselin. AbrB váže DNA pouze N-koncovou doménou 
(AbrBN) každého monomeru která obsahuje 53 zbytků a má silnou tendenci dimerizovat 
(Obr. 3). C-koncová doména pravděpodobně udržuje tvar tetramerů. AbrB se váže na své cíle 
na DNA s různou afinitou a rozeznává spíše 3D strukturu DNA než určité sekvence 
nukleotidů. Zdá se, že místně specifické variace struktury DNA (např. vrtulovité stočení, 
zlomy, ohyby působící velké pnutí) určují specifitu AbrB represoru a přispívají k nestejné 
afinitě při vazbě na různá regulační místa na DNA. β-listy AbrBN domény hrají při vazbě na 
DNA hlavní roli. Povrch podjednotek β2 β2' domény AbrBN je k DNA komplementární 
tvarem i nábojem, který tvoří především argininové postranní řetězce (Obr. 4). Argininy R15 
a R15' se mohou vázat vodíkovými můstky k akceptorovým skupinám (kyslík) na všech 
bazích DNA, dávají ale přednost thyminu a guaninu. V blízkosti těchto argininů dále leží dva 
aspartáty, které částečně ovlivňují variabilitu v konformaci vazebného místa a tím i jeho 
afinitu k DNA. Flexibilita DNA šroubovice také určuje schopnost vazby AbrB do regulačního 
místa (Bobay et al. 2005). AbrB tedy nereprimuje žádnou typickou sekvenci nukleotidů 
promotoru, ale váže se s různou afinitou na prostorové struktury DNA a brání tak transkripci 
cílových genů. 
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Obr. 3 AbrBN dimer (převzato Bobay et al. 2005) Obr. 4 Vazba dimeru AbrBN na DNA, R= arginin (převzato 
Bobay et al.2005) 
 
 
3.3. ATP-dependentní Clp proteázy 
Vstup do stacionární fáze je provázen nejen změnou řízení genové exprese hladověním 
indukovaných regulátorů DNA, ale i posttranslačními procesy jako je degradace proteinů. 
Doposud získaná data naznačují, že rodina Clp proteáz negativně reguluje centrální 
metabolické dráhy během přechodu do stacionární fáze a přispívá tak k adaptaci na hladovění. 
Clp proteázy rozeznávají a degradují nefunkční, nechráněné, agregované nebo již nepotřebné 
proteiny, jejichž počet se dramaticky zvýší, když jsou zdroje pro růst vyčerpány (Gerth et al. 
2008). 
 
3.3.1. Stavba a funkce ATP-dependentních Clp proteáz  
Trimerní ATP-dependentní Clp proteázy se skládají ze dvou složek, a sice dvou ATPázových 
domén a jedné proteolytické domény. Dvě ATPázové domény, fungující i jako chaperony, 
svými hexamerními kruhy interagují se dvěma heptamerními kruhy proteázové domény (Obr. 
5). V B. subtilis existují tři různé Clp ATPázy: ClpC, ClpE a ClpX, které specificky 
rozeznávají různé proteiny, a všechny tvoří komplex s proteázou ClpP, která rozeznané cílové 
proteiny degraduje (Gerth et al. 2008). Protein určený k degradaci má buď sobě vlastní 
sekvenci na N-konci, která je rozeznávána Clp proteázou, když už není chráněna např. 
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proteinovým komplexem, ve kterém plnila svojí funkci, nebo je na něj kotranslačně připojena 
specifická  cílová sekvence, která ho k degradaci určí (přidání SsrA sekvence), nebo 
adaptorové proteiny samy zprostředkují vazbu na Clp proteázy (adaptorový protein MecA 
zprostředkovává degradaci ComK při exponenciálním růstu) (Turgay et al. 1997, Wiegert a 
Schumann 2001, Gottesman 2003). ATPázy rozbalují sbalený protein a translokují ho do 
ClpP domény za spotřeby energie z ATP (Obr.5). Dutinu uvnitř ClpP, kde může být umístěno 
až 51 kDa proteinu, lemuje 14 proteolyticky aktivních míst obsahujících serin, které 
zpracovávají protein určený k degradaci. Protein musí být rozbalen, protože vchod do ClpP je 
úzký (Gottesman 2003).  
 
 
Obr. 5 Schéma stavby a funkce Clp proteázy (Převzato Gottesman 2003) 
 
Clp zprostředkovaná proteolýza je důležitá nejen pro odstranění denaturovaných a 
agregovaných proteinů při teplotním šoku nebo jako univerzální ochrana proti stresu při 
vstupu do stacionární fáze, ale i pro procesy probíhající ve stacionární fázi, jako je syntéza 
extracelulárních enzymů, motilita, kontrola vývoje stavu kompetence nebo sporulace. Mezi 
cíle degradace ClpCP patří ComK, transkripční aktivátor genů pro kompetenci, SpoIIAB, 
anti-sigma faktor (váže se na sigma faktor a blokuje jeho účinky) sigma faktoru σF pro 
sporulaci. ClpCP a ClpEP degradují protein CtsR a ClpXP degraduje protein HrcA. CtsR (z 
angl.class three stress gene repressor) a HrcA jsou represory genů aktivovaných teplotním 
šokem. ClpXP degraduje regulátor Spx. Spx je transkripční regulátor, který inhibuje 
transkripci tím, že se váže na C-koncovou doménu RNA-polymerázy, čímž brání vazbě 
aktivátorů (např. comA, resD) zodpovědných za transkripci genů, které chrání buňku před 
oxidačním stresem (např. trxA, trxB). Mimo transkripčních regulátorů jsou cílem degradace i 
proteiny podílející se na syntéze buněčných komponent. Například ClpCP degraduje MurAA, 
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který katalyzuje první krok v syntéze buněčné stěny. Mezi další takové cíle patří enzymy 
metabolismu aminokyselin a nukleotidů. Clp-dependentní proteolýza má tedy rozhodující vliv 
na hlavní metabolické dráhy během vstupu do stacionární fáze, tím že přispívá k ekonomické 
adaptivní redistribuci buněčných zdrojů za limitujících podmínek (Gerth et al. 2008). 
 
3.4. Zvýšená mutabilita ve stacionární fázi Bacillus subtilis 
Adaptivní mutageneze během stacionární fáze je jev rozšířený mezi mnoha prokaryoty a byl 
pozorován i u Saccharomyces cerevisiae a dalších eukaryot, jeho mechanismus se však 
organismus od organismu liší (Ross et al. 2006). Jedná se o zvýšení mutability subpopulací, 
které jsou vystaveny selektivnímu neletálnímu tlaku (např. limitace určitou živinou)  během 
stacionární fáze (Sung et al. 2003). Zvýšení mutační rychlosti zvyšuje genetickou diverzitu 
populace, tedy i pravděpodobnost adaptace a úspěšného přežití. Předpokládá se, že tento 
proces je regulovaný. V B. subtilis je adaptivní mutabilita ovlivněna transkripčními faktory 
ComA a ComK, které jsou obvykle nutné pro stav buněčné kompetence (Sung a Yasbin 
2002). Dále na ní má vliv DNA-polymeráza YgjH, která je schopná polymerace poškozených 
úseků DNA, která by hlavní bakteriální DNA-polymeráza nebyla schopná prodlužovat (Sung 
et al. 2003). Také pokles exprese systému MMS (z angl. mismatch DNA repair system) ve 
stacionární fázi, jejichž produkty MutS a  MutL opravují  chybné párovaní bazí v DNA,  
ovlivňuje počet mutací během stacionární fáze (Pedraza-Reyes a Yasbin 2004). V neposlední 
řadě k tomuto jevu přispívá protein Mfd (z angl. mutation frequency decline), který pomáhá 
správnému párování bazí po transkripci nebo rekombinaci (Ross et al. 2006). 
Adaptivní mutageneze během stacionární fáze není ovlivněna σB faktorem a ani RecA 
proteinem (Sung a Yasbin 2002). RecA protein je enzym nezbytný pro homologní 
rekombinaci. U E. coli je nutný pro adaptivní mutagenezi, protože aktivuje SOS odpověď, 
která se projevuje přechodným zvýšením mutability buňky (Heerssen et al. 2001). 
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4. Stacionární fáze růstu a stresová odpověď Bacillus subtilis 
Jednou z prvních odpovědí populace buněk Bacillus subtilis při přechodu do stacionární fáze, 
která je způsobena hladověním, teplotním šokem, nízkým pH, ethanolem nebo změnou 
osmolarity prostředí, je produkce hlavních stresových proteinů GSPs (z angl. „general stress 
proteins“). Tato odpověď je řízena alternativním sigma faktorem σB, obdobně jako spuštění 
„cross protection“ u E. coli alternativním sigma faktorem σS. σB faktor preventivně spouští 
expresi mnoha GSPs, aby ochránil buňku před možnými stresovými vlivy, které by mohly 
během zastavení růstu bakterii ohrozit.  Touto univerzální ochranou buňka zvyšuje své šance 
na přežití dlouhodobější stacionární fáze. Kromě GSPs  každý stresový faktor, nebo limitující 
živina vyvolává expresi specifických genů, které by měly neutralizovat účinek stresu, který 
aktivaci specifických ochranných mechanismů vyvolal. 
 
4.1. Alternativní sigma faktor σB 
Regulon  sigma faktoru σB čítá přibližně 150 genů. Ačkoli plní podobnou funkci jako faktor 
σS u E.coli, způsob jeho aktivace se liší. Pokusy s mutantami prokázaly, že není nezbytně 
nutný pro přežití rostoucí nebo sporulující buňky (kromě buněk adaptovaných na nižší 
teploty, které potřebují přepisovat geny pomocí sigma faktoru σB i během růstu), ale výrazně 
zvyšuje viabilitu buněk ve stacionární fázi. Jednotlivé stresové situace mohou indukovat 
odpovídající GSPs i nezávisle na σB faktoru a bez přechodu do stacionární fáze. Např. 
proteiny YceD a YvaA, které patří do regulonu σB, jsou specificky indukovány při teplotním 
šoku, nebo proteiny YdbD a YdaT, které jsou také v regulonu σB, jsou specifické pro limitaci 
fosfátem (Tam et al. 2006). 
Gen pro σB faktor sigB se nachází na sigB operonu s dalšími sedmi geny rsbRSTUVWX (rsb – 
regulátory sigma B faktoru, z angl. regulator of sigma B), jejichž produkty se podílejí na 
regulaci exprese σB. Tento operon obsahuje dva promotory. Na promotor, který leží na 
začátku operonu a řídí expresi rsbRSTU (starší název orfRSTU), nasedá RNA-polymeráza 
(holoenzym E) s navázaným hlavním transkripčním faktorem σA (obdoba σ70 u E.coli) EσA, 
která řídí expresi genů v buňce v době exponenciálního růstu a udržuje expresi genů na sigB 
operonu na bazální hladině. Druhý promotor leží proti směru transkripce od rsbV genu, za 
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nímž následuje sigB, rsbW a rsbX, a jeho exprese je řízena samotným σB, který tak může 
amplifikovat vlastní expresi (Wise and Price 1995). 
 
4.1.1. Aktivace sigma faktoru σB 
Aktivace transkripčního faktoru σB může být vyvolána hladověním, které bakterie detekuje 
sledováním poklesu vnitrobuněčné koncentrace ATP, nebo různými stresovými faktory, které 
nemusí okamžitě vést k zastavení růstu. 
Během exponenciálního růstu se anti-sigma faktor RsbW váže na σB faktor a znemožňuje tak 
jeho vazbu na RNA-polymerázu a aktivaci exprese GSPs a zároveň brání amplifikaci exprese 
sigB operonu. Anti-anti sigma faktor RsbV, který se ve své aktivní defosforylované formě 
váže na RsbW a uvolňuje tak σB faktor a  expresi GSPs, je fosforylován (deaktivován) pouze 
díky ATP a kinázové aktivitě RsbW proteinu. Když tedy v buňce klesne koncentrace ATP, 
jako odpověď na nedostatek živin,  uvolní se σB a může aktivovat příslušnou odpověď (Kang 
et al. 1996). Fosfatázy RsbU (součást sigB operonu) a RsbP navíc defosforylují  RsbV a 
pozitivně tak regulují aktivaci σB. Fosfatáza RsbU je aktivována hladověním, díky rozpoznání 
poklesu koncentrace GTP v buňce, který je způsoben převážně aktivitou RelA proteinu při 
stringentní viz kapitola 3.1.1. Fosfatáza RsbP je aktivována hladověním i různými stresovými 
faktory (Zhang and Haldenwang 2003). 
Aktivace transkripčního faktoru σB může být vyvolaná stresovými faktory bez přechodu do 
stacionární fáze pomocí σA regulovaného promotoru sigB operonu a dalších Rsb proteinů.  
Fosfatáza RsbU pozitivně reguluje aktivitu sigma faktoru σB defosforylací anti-anti-sigma 
faktoru RsbV, který na sebe naváže anti-sigma faktor RsbW. Protein RsbT je důležitý pro 
aktivaci RsbU fosfatázy a je blokován proteinovým komplexem RsbR-RsbS. Nejprve 
pravděpodobně dojde k stresem způsobené fosforylaci RsbR v proteinovém komplexu RsbR-
RsbS, což zmírní inhibici RsbT proteinkinázy. RsbT proteinkináza pak účinně fosforyluje 
RsbS. Fosforylovaný RsbS nemůže účinně blokovat RsbT, který může vázat a aktivovat 
fosfatázu RsbU, která pozitivně reguluje aktivitu sigma faktoru σB tak, že defosforyluje RsbV, 
který vyváže anti-sigma faktor RsbW od σB faktoru (Chen et al. 2004). 
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4.1.2. Aktivita σB za snížené teploty 
Nedávno bylo zjištěno, že buňky rostoucí za snížené teploty (15° C) produkují velké množství 
GSPs (Brigulla et al. 2003). Mutanty B. subtilis s nefunkčním sigB genem jsou navíc značně 
poškozené při kultivaci při nižší teplotě. Zdá se tedy, že existuje ještě další způsob aktivace σB 
faktoru závislý na růstu při snížené teplotě a nezávislý na RsbV proteinu. Pravděpodobně buď 
existuje další dosud neznámý signální protein, který brání inhibici σB faktoru anti-sigma 
faktorem RsbW, nebo je možné, že samotná nízká teplota ovlivňuje interakci RsbW-SigB a 
EσB. Chladem spuštěná indukce SigB regulonu má zřejmě ekofyziologický význam, protože 
v přirozeném prostředí (horní vrstvy půdy), kde B.subtilis roste, je teplota často nižší než při 
ideálních podmínkách. Rostoucí buňka je tedy ve svém přirozeném prostředí navíc chráněna 
prostřednictvím regulace pomocí GSPs (Brigulla et al. 2003). Toto tvrzení podporuje i to, že 
počet  dormantních spor v populaci kultivované za nízkých teplot (15°C) je až tisíckrát menší 
než v populaci kultivované při ideální teplotě (37°C) (Bashir A. a Völker U. nepublikovaná 
data, Brigulla et al. 2003, Budde I. et al. 2006) a také exprese GSPs nastupuje až po 4-5 
hodinách adaptivního růstu při nižší teplotě narozdíl od aktivace stresem a hladověním, která 
trvá nejdéle 15 minut (Méndez et al. 2004). 
 
4.2. GSPs – proteiny univerzální stresové odpovědi 
Velikost a struktura , stejně jako regulace σB regulonu je již dobře prozkoumána, narozdíl od 
toho, jak jednotlivé geny přispívají k univerzální stresové odpovědi. Nejdříve byly mezi GSPs 
zařazeny proteiny, jejichž funkce už byla známa, např. již zmíněné ATP-dependentní Clp 
proteázy, TrxA (thioredoxin, protein napomáhající znovusbalení rozbalených, nebo špatně 
sbalených proteinů), proteiny nespecifické ochrany proti oxidačnímu stresu (KatE – kataláza, 
SodA - superoxiddismutáza , Dps – DNA ochranný protein, Sms a YacK– oprava ROS 
poškozené DNA a YraA- degradace neopravitelných proteinů), proteiny chránící buňku před 
změnami iontového složení prostředí (gen opuE – kóduje transportér pro příjem 
extracelulárního prolinu, který působí jako osmoprotektant, YtxH a GsiB – pomáhají buňce se 
vyrovnat s hypotonickým prostředím), GspA (ovlivňuje expresi hag genů kódující flagelin 
nebo UDP-glukózapyrofosforylázu účastnící se výstavby buněčné stěny) či GtaB (podílí se na 
stavbě buněčné stěny) (Hecker a Völker 1998, Höper et al. 2005). U většiny genů z σB 
regulonu se jejich funkce zatím jen předpokládá, např. YfhF, který pravděpodobně inhibuje 
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buněčné dělení, aby dal buňce čas na zotavení po prodělaném stresu, nebo některé produkty 
yceCDEFGH operonu, které udělují buňce odolnost vůči toxickým aniontům (jako je arsenát). 
Další proteiny zřejmě hrají roli v udržení redoxní rovnováhy v buňce, včetně glukóza-1-
dehydrogenázy (gen yxnA) sukcinylsemialdehyd dehydrogenázy (gen ycnH) a oxidoreduktázy 
(gen yvaA) (Petersohn et al. 2001).   
σB regulon ovlivňuje stále mnoho genů, jejichž funkce není přesně známá, ale předpokládá se, 
že jsou zapojeny do univerzální ochrany proti všeobecnému stresu (Höper et al. 2005). 
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5. Regulace přechodu Bacillus subtilis do sporulace  
Hladovějící buňka B. subtilis  je schopná indukovat nevratný vývojový proces, který se 
nazývá sporulace. Buňka se při vstupu do stacionární fáze kvůli nedostatku živin musí včas 
rozhodnout, jestli bude sporulovat nebo ne, protože proces sporulace je energeticky náročný 
(Phillips a Strauch 2002). Sporuluje pouze část populace. Zatím není zcela známo, proč se 
individuální buňka rozhodne ke sporulaci  (Veening et al. 2008). Je ale jasné, že se na tvorbě 
endospory podílí mnoho důležitých regulátorů. Transkripční faktor Spo0A je hlavní 
transkripční faktor pro zahájení sporulace. Na celém procesu se také podílí několik sigma 
faktorů: σH, σE, σF, σG, σK (Errington et al. 1996). 
 
5.1. Sporulace 
Iniciace sporulace subpopulace bakterií začíná ve chvíli, kdy buňky pocítí pokles živin 
v prostředí a vstupují do stacionární fáze. Z tyčinkovitých buněk B. subtilis se tak stanou 
oválné dormantní buňky, které se nazývají endospory. Tento proces trvá 7-8 hodin. 
Endospory obsahují jedinečné struktury, které jim dávají charakteristické vlastnosti: jsou 
metabolicky neaktivní, velice odolné vůči jakýmkoli vnějším vlivům a stabilní v takovémto 
stavu po extrémně dlouhou dobu. Navzdory jejich uspořádání jsou endospory schopné vnímat 
vnější prostředí  a při zlepšení nutričních podmínek se během minuty znovu přeměnit 
v rostoucí buňky. Tento proces se nazývá germinace. Kromě B. subtilis tvoří endospory i další 
členové rodu Bacillus a rod Clostridium (Dricks 2002). Zdá se, že rozhodnutí, o tom která 
část populace bude sporulovat, která přejde do stavu genetické kompetence nebo adaptivní 
mutageneze je stochastický proces (Maughan a Nicholson 2004).  
 
5.1.1. Průběh sporulace 
Proces sporulace má 7 fází. Iniciace sporulace (fáze 0 Obr. 6 A) v buňce začíná mnohem dřív, 
než jsou pozorovatelné jakékoli morfologické změny. Když se buňky rozhodnou ke sporulaci, 
nejdřív vystaví septum (fáze II), které je podobné přepážce, která se tvoří při buněčném 
dělení. Narozdíl od dělící přepážky není toto septum uprostřed buňky (Obr. 6 B). Menší oddíl 
buňky, nyní označované jako sporangium,  se nazývá předspora (z angl. forespore) a větší 
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oddíl je mateřská buňka. Hned poté se změní předspora v protoplast se dvěmi membránami, 
které získá procesem podobným endocytóze (fáze III Obr. 6 C). Mezi tyto dvě membrány jsou 
vloženy dvě vrstvy peptidoglykanu (během fáze IV), které jsou nezbytné pro přežití 
dormantního stavu (Dricks 2002). Tenká vnitřní stěna se moc neliší od buněčné stěny rostoucí 
buňky a zdá se, že se z ní později stává buněčná stěna germinující spory. Tlustá vnější vrstva, 
kortex endospory, má asi o 75 % méně příčných spojení  
 
Obr. 6 Fáze sporulace: A – fáze 0, I ; B – fáze II ; C – fáze III ; D – fáze IV ; E – fáze VII, uvolněná spora 
(Převzato Dricks 2002) 
v peptidoglykanové struktuře (díky D,D-karboxypeptidázám DacB a DacF, které brání vzniku 
příčného spojení mezi vrstvami peptidoglykanu tak, že odštěpí koncový D-alanin 
z peptidoglykanových podjednotek, který se této vazby účastní). Tato modifikace umožňuje 
dehydrataci vznikající endospory. Dehydratace je nezbytná pro odolnost endospory (zvlášť 
proti teplotním výkyvům) (Popham et al. 1999). V V. fázi se obalí předspora tlustým 
proteinovým pláštěm (Obr. 6 D) (Dricks 2002). Proteinový plášť se skládá z tlusté vnější 
vrstvy a tenké lamelární vnitřní vrstvy naplněné proteiny o velikosti 8 – 65 kDa. Proteinový 
plášť je pro endosporu nepostradatelný, protože tvoří ochrannou bariéru proti lysozymu, 
rozpouštědlům a jiným agresivním chemickým sloučeninám a podílí se na spuštění germinace 
(Takamatsu et al. 1998). Nakonec v VI. fázi dochází k lyzi mateřské buňky a ve VII. Fázi se 
uvolní vzniklá endospora. 
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5.1.2. Nomenklatura genů pro sporulaci 
Obecně jsou tyto geny pojmenovány podle fáze sporulace, ve kterém se proces zastaví, když 
je daný gen nefunkční. Geny, jejichž proteinové produkty jsou potřebné pro iniciaci sporulace 
a správné umístění septa, se označují jako spo0. Rozdílné operony jsou rozlišeny velkým 
písmenem (např. spoIIA, spoIIB, atd.). Různé cistrony v daném operonu jsou označeny dalším 
velkým písmenem (např. spoIIAA, spoIIAB, atd.). Proteinové produkty jsou značeny podle 
standardních pravidel (např. SpoIIAA, SpoIIAB, atd.).  Nicméně, některé geny mají vlastní 
názvy podle své biochemické funkce (např. spo0H je sigH), které se obvykle používají 
(Dricks 2002). 
 
5.2. Hlavní induktor sporulace Spo0A 
Iniciace sporulace je komplexním systémem proteinkináz a fosfatáz, které při správných 
signálech spouští fosforylační kaskádu. Klíčovým bodem této signální transdukce je 
fosforylace transkripčního faktoru Spo0A. Nízká buněčná koncentrace fosforylovaného 
Spo0A~P při přechodu buňky do stacionární fáze reprimuje transkripci abrB genu. Pokud se 
buněčná koncentrace Spo0A~P zvýší  na svou hraničí hodnotu, Spo0A~P je schopný 
aktivovat expresi genů potřebných pro sporulaci (Phillips a Strauch 2002). Tento jev je 
vysvětlen tím, že promotory genů aktivovaných Spo0A~P pro sporulaci mají nižší afinitu 
k vazbě na  Spo0A~P, proto je třeba vyšší buněčné koncentrace Spo0A~P, aby došlo 
k iniciaci sporulace (Fujita et al. 2005). 
 
5.2.1. Aktivace Spo0A 
Fosforylační kaskáda transkripčního faktoru Spo0A je spuštěna pěti histidinkinázami KinA, 
KinB, KinC, KinD a KinE. Všechny tyto kinázy nejprve fosforylují Spo0F protein, který 
funguje podobně jako druhý posel. Ze Spo0F~P se fosfát přenese fosfotransferázou Spo0B na 
Spo0A (Phillips a Strauch 2002).  Kinázy KinC a KinD jsou zřejmě aktivovány jen ligandy, 
které se vyskytují v buňce během růstu, proto mají hlavní podíl na aktivaci Spo0A při 
přechodu do stacionární fáze, která vede k inhibici abrB genu. KinC navíc může aktivovat 
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přímo Spo0B, bez přítomnosti Spo0F. Aktivita kináz KinA a KinB je pravděpodobně závislá 
na ligandech, které se vyskytují v buňce během časné stacionární fáze, proto mají největší vliv 
na sporulaci (Jiang et al. 2000).    
Jako antagonisté kinázové aktivity se na inhibici sporulace podílí fosfatázy. Všechny kinázy, 
uvedené v minulém odstavci, mají také fosfatázovou aktivitu působící na Spo0F~P, která je 
aktivována jinými efektory, než jejich kinázová aktivita. Dále existují i další proteiny 
s fosfatázovou aktivitou přispívající k inhibici sporulace. Fosfatáza Spo0E specificky 
defosforyluje přímo Spo0A. Protein-aspartátfosfatázy RapA (Spo0L a GsiA) a RapB (Spo0P) 
defosforylují Spo0F~P (Perego et al. 1994). Fosfatázy jsou aktivovány podmínkami prostředí, 
jako je zvýšení koncentrace živin, a inhibují sporulaci. Exprese genu rapB je aktivovaná 
exponenciálním růstem. Exprese genu pro rapA je pro změnu aktivovaná ComP - ComA 
dvousložkovým systémem, který je důležitý pro stav kompetence. Stav kompetence je 
neslučitelný s procesem sporulace, buňka si musí vybrat, kterou odpověď zvolí (Perego a 
Hoch 1996). Je tedy zjevné, že iniciace sporulace je výsledkem kompetice mezi kinázami a 
fosfatázami, které jsou aktivovány široký spektrem signálů (Perego et al. 1994). Tato 
komplexní regulace je pro přežití sporulujících buněk zásadní, protože pokud by bakterie ve 
svém přirozeném prostředí vytvořila dormantní sporu, ve chvíli, kdy by byla ještě možná 
adaptace a růst v daném prostředí, mohla by prohrát v kompetici s ostatními organismy o 
místo i živiny v daném prostředí (Gottig et al. 2005). 
 
5.2.2. Geny aktivované Spo0A 
Jakmile je fosforylován transkripční faktor Spo0A, váže se na tzv. 0A-box (5´- TGTCGAA-
3´), který je obsažen v promotorech genů, které Spo0A reguluje (Strauch et al. 1990). Spo0A 
zároveň pozitivně zpětnovazebně reguluje vlastní expresi skrze transkripční faktor σH, který 
pozitivně reguluje nejen expresi spo0A genu, ale i genů pro KinA a Spo0F, takže se 
koncentrace jeho aktivní formy pozvolna zvyšuje (Fujita a Losick 2005). Spo0A reguluje 
geny i během dalších stupňů sporulace, kdy řídí transkripci v mateřské buňce, protože se 
koncentrace jeho aktivované formy neustále zvyšuje (Fujita a Losick 2003).  
V současné době bylo identifikováno 121 genů, které jsou pod přímou kontrolou Spo0A~P. 
Jde o 30 samostatných genů a 24 operonů (nebo multigenních cistronů) (Fujita et al. 2005). 
Spo0A~P pracuje ve spojení s RNA-polymerázou spojenou s σA (aktivace spoIIE a spoIIG) a 
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alternativním sigma faktorem σH (aktivace spoIIA). Mezi geny aktivované Spo0A~P patří tzv. 
transkripční jednotky (z angl. the transcription units TUs) spoIIA, spoIIE a spoIIG, které jsou 
zapojeny v aktivaci alternativních sigma faktorů σ F a σE (Liu et al. 2003).  
 
5.3. Sigma faktory spojené se sporulací 
Bakteriální sigma faktory jsou pozitivní regulátory genové exprese. Pokud jsou navázány na 
RNA-polymerázu, řídí transkripci genů s promotory, které mají typické sekvence. Pět 
alternativních sigma faktorů (σH, σE, σF, σG, σK) je zapojeno v procesu sporulace. σH se od 
ostatních liší tím, že je aktivní i v nesporulujících buňkách, protože, kromě kontroly exprese 
několika genů potřebných při iniciaci sporulace (mimo jiné i spo0A genu), je zapojen v 
regulaci stavu genetické kompetence. Další čtyři sigma faktory jsou tvořeny jen při sporulaci. 
Fázi sporulace II a III řídí v mateřské buňce σE faktor a v předspoře σF faktor. Později ve fázi 
III se do řízení transkripce zapojí i v mateřské buňce σK faktor a v předspoře σG faktor. 
Faktory σE a σF řídí transkripci σK a σG faktorů (Errington et al. 1996). 
 
5.3.1. Sigma faktor σH  
σH faktor, produkt sigH (spo0H), řídí transkripci několika genů kódujících proteiny potřebné 
při přechodu do stacionární fáze.Tyto proteiny se účastní iniciace sporulace nebo vstupu do 
stavu genetické kompetence. Faktor σH aktivuje transkripci genů, které iniciují sporulaci, jako 
je spo0A, spo0F, kinA, spo0M, spoVG a SpoVS (poslední dva se exprimují v mateřské buňce a 
hrají roli při tvorbě peptidoglykanu mezi membránami předspory) a operon spoIIA, který 
zahrnuje geny pro proteiny časné fáze sporulace jako jsou spoIIAA, spoIIAB a sigF (Wu et al. 
1989, Britton et al. 2002, Vasudevan et al. 2007). Některé geny, které mají ve svém 
promotoru sekvenci pro navázání σH, mají zároveň sekvenci pro navázání hlavního sigma 
faktoru σA. Mezi takové proteiny patří např. spo0A (iniciace sporulace, represe abrB), ftsA 
(buněčné dělení i asymetrické dělení při tvorbě endospory), dnaG (DNA replikace, která 
vytvoří kopii DNA pro předsporu), sigA (kóduje hlavní  σA faktor) (Britton et al. 2002).  σH 
faktor také řídí transkripci několika genů z rodiny phr, které kódují sekretované proteinové 
feromony, např. CSF (z angl. competence and sporulating factor). CSF při nízké koncentraci 
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aktivuje transkripční faktor ComA a při zvýšení hladiny jeho koncentrace naopak inhibuje 
ComA a stimuluje sporulaci (Lazazzera et al. 1999).  
 
5.3.2. Sigma faktory  σF a σE  
Alternativní sigma faktory σF a σE se zapojují do sporulace ve fázi II. Hlavní funkcí genů 
transkribovaných díky σF a σE faktorům je dokončení asymetrického buněčného septa 
k rozdělení mateřské buňky a předspory a umožnění samostatné genové exprese v mateřské 
buňce i předspoře. Faktory σF a σE jsou syntetizovány v neaktivní formě a vyskytují se 
v celém sporangiu. Nicméně σF faktor je aktivní pouze v předspoře a faktor σE je aktivní 
pouze v mateřské buňce. Genová exprese řízená σF faktorem je nutná k aktivaci σE faktoru. 
Faktor σF řídí transkripci genu spoIIR, jehož proteinový produkt aktivuje SpoIIGA proteázu, 
která je lokalizována mezi dvěma membránami předspory. SpoIIGA proteáza aktivuje 
štěpením neaktivní pro-σE v mateřské buňce. Faktor σF také řídí transkripci genu spoIIIG 
(sigG), který vytváří v předspoře σG faktor (Phillips a Strauch 2002). Faktor σF je regulován 
proteiny, které jsou produkty jeho vlastního operonu spoIIA. SpoIIAB funguje jako anti-
sigma faktor a SpoIIAA jako anti-anti-sigma faktor, přičemž ATP podporuje aktivitu 
SpoIIAB (Errington et al. 1996).   
Faktor σE řídí v mateřské buňce expresi operonu spoIIIA, který zahrnuje membránové 
proteiny, které pomáhají při pohlcení předspory a vytvoření jejích dvou membrán. Faktor σE 
je nutný k aktivaci σG v předspoře a vytvoření σK v mateřské buňce, který je později aktivován 
σG. Tato časově posloupná kaskáda sigma faktorů se nazývá „criss – cross“ regulace (Phillips 
a Strauch 2002).  
 
5.3.3. Sigma faktory σG a σK 
Alternativní sigma faktory σG a σK se zapojují do sporulace ve fázi III. V předspoře je σG 
faktor stejně jako faktor σF inhibován anti-sigma faktorem SpoIIAB. Membránový komplex 
proteinů SpoIIIA v předspoře se podílí na inaktivaci této inhibice.  
Čtecí rámec pro gen pro σK faktor (sigK) je v buňce B. subtilis obvykle přerušen úsekem 
DNA, která se nazývá skin. Úsek DNA skin dělí gen sigK na dva zkrácené geny spoIVCB a 
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spoIIIC, které jsou specifickým místem pro rekombinaci vyvolanou sporulací. Když dojde 
k vystřižení úseku skin díky SpoIIID proteinu (transkripce díky faktoru σE), umožní se 
exprese neaktivního σK faktoru (Kunkel et al.1990). 
Faktor σG aktivuje pomocí SpoIVB proteinu expresi σK faktoru. Faktory σG a σK řídí 
transkripci genů pro svoji vlastní pozitivní regulaci a také pro dokončení posledních kroků 
sporulace  (Phillips a Strauch 2002).  
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Závěr 
Bacillus subtilis je výborným modelovým organismem pro zkoumání procesů jako je 
stacionární fáze, sporulace, mutageneze či vývoj stavu kompetence. Obdobné mechanismy 
v řízení těchto procesů se dají najít i mezi dalšími G+ bakteriemi, které jsou podobné Bacillus 
subtilis, a jsou patogenní (Clostridium tetani, Bacillus anthracis) nebo druhy průmyslově 
využitelné (Clostridium butyricum, Clostridium acetoobutylicum – kvasná výroba kyseliny 
máselné). Získané poznatky se u patogenních kmenů dají využít k inhibici procesů, jako je 
genetická kompetence, adaptivní mutageneze nebo sporulace. Tyto stavy mohou zvýšit 
genetickou variabilitu patogenního organismu a pomoci mu tak např. vzdorovat imunitnímu 
systému, nebo antibiotikům. Inhibice přechodu do stacionární fáze nebo sporulace bakterií je 
důležitá i v průmyslové výrobě. Průmyslově používané druhy je někdy nutné udržovat ve 
stavu, kdy produkují požadovaný produkt i za podmínek, které by u nich běžně vyvolaly 
stacionární fázi nebo sporulaci. Velkým problémem zůstává určení signálů, které spouští 
signální transdukci a  které dají buňce vědět, že se ocitla v nepříznivých podmínkách, protože 
in vitro senzorické molekuly nefungují stejně jako v kontextu se všemi buněčnými 
komponentami.   
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